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摘 　要 　采用高效液相色谱2质谱联用方法分析了甘草 ( Glycyrrhiza uralensis) 中的化学成分。通过高效液相色

谱可将三萜、黄酮及香豆素等 50 余种化学成分较好的分离。根据紫外光谱可大致判断其化合物类型 ,由电喷

雾质谱得到各成分的分子量 ,再由串联质谱获得进一步的结构信息 ,进而推测出其中 22 个主要成分的可能结

构。它们分别是 :葡糖基甘草甙、异光果甘草甙、夏拂托甙、甘草素24′2芹糖甙 ,甘草甙 ,6′2乙酰甘草甙 ,异佛来

心甙 ,异甘草素葡萄糖芹菜甙 ,甘草糖甙 A ,甘草糖甙 B ,甘草素 ,32O2[β2D2葡萄糖醛酸甲酯2(1 →2)2β2D2葡萄糖

醛酸 ]2242羟基2甘草内酯 ,甘草皂甙 E2 ,异甘草素 ,甘草醇 ,甘草酸 ,甘草香豆素 ,甘草双氢异黄酮 ,甘草异黄酮

甲 ,乌拉尔甘草皂甙乙 ,新甘草酚和甘草皂甙 B2 。
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1 　引　　言

甘草为豆科植物甘草 ( Glycyrrhiza uralensis) 、胀果甘草 ( G. inflata)和光果甘草 ( G. glabra)的干燥根及

根茎 ,是最常用的中药之一[1] 。近年来 ,国内外学者已对十余种甘草属植物进行了化学成分的研究 ,从中

分离得到了一百多种化学成分[2] ,其主要的化学成分为黄酮类和三萜化合物[3 ,4] ,还有少量的生物碱[5] ,木

质素和香豆素[6]等。甘草的化学成分比较复杂 ,而且由于品种和产地不同 ,其化学成分差异较大[2] 。所

以 ,建立一个微量、快速的定性定量分析方法 ,对于其质量检测和控制具有重要的意义。虽然用 HPLC能对

甘草化学成分进行较好的分离 ,但由于常规紫外检测所能提供的分子结构信息较少 ,故迄今为止主要用来

对甘草酸等特定成分进行分析和检测[7～11] 。日本学者也曾用 HPLC 对甘草中的化学成分进行了分析 ,从

中鉴定了 17 个化合物[12] 。本实验采用 HPLC/ ESI2MSn 联用方法对东北产甘草的化学成分进行分析 ,以

ESI2MS获得的准分子离子峰确定化合物的分子量。根据多级质谱 ( ESI2MSn) 所得的碎片峰 ,结合紫外光

谱、HPLC的保留时间以及参考文献报道共推测出 22 个化学成分的可能结构。

2 　实验方法

2. 1 　仪器和材料

LCQDECA型质谱仪 (美国 Finnigan 公司) ,TSP 高效液相色谱 ,包括 AS3000 自动进样器 ,P4000 四元梯度

泵 ,带 PDA 的 UV6000LP 型紫外检测器。HPLC流动相所用甲醇和乙酸为色谱纯 ,其它试剂均为分析纯。

2. 2 　样品处理

甘草样品购自内蒙古。取 0. 5 g 磨碎的甘草 ,加入 3 mL 50 %甲醇放置 10 h ,在超声波上超声提取 20

min ,过滤。再分两次加入 2 mL 50 %的甲醇超声提取 5 min 并过滤。合并滤液 ,定容至 10 mL 备用。

2. 3 　色谱条件

色谱柱 :ThermoQuest C18不锈钢柱 ,250 mm ×4. 6 mm , 5μm 粒径 ;流动相 :梯度洗脱 ,甲醇∶0. 1 %乙酸/

水 (10∶90)至 (40∶60) : 0～20 min ; (40∶60) 至 (80∶20) ,20～80 min ; (80∶20) 至 (100∶0) , 80～120 min。流速 :0. 4

mL/ min。柱温 :室温。进样量 :20 mL。

2. 4 　质谱条件

ESI 源 ;源电压 :3. 5 kV ;负离子检测 ;鞘气 (N2)流速 :80 a. u. ;辅助气 (N2)流速 :15 a. u. ; 碰撞气体为

氦气 ;毛细管温度 :350 ℃;毛细管电压 : - 5 V。采用全离子扫描方式 ,扫描范围 m/ z 100～1300。MSn 碰
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撞能量 :40 %。

3 　结果与讨论

以甲醇/ 0. 1 %乙酸水溶液为流动相进行线性梯度洗脱可得到较好的高效液相色谱分离效果 (图 1) 。

由于甘草中主要的化学成分是三萜皂甙、黄酮和香豆素化合物 ,其分子中的羟基很容易形成稳定的氧负离

子 ,所以用负离子电喷雾电离源作质谱检测所得总离子流图有较好的信噪比。HPLC 的 ESI2MS 的总离子

流图 (图 1a)与紫外全波长吸收 (210～400 nm)及 240 ±0. 5 nm的单波长吸收所得色谱图 (图 1b 和图 1c)基本

吻合 ,但总离子流图的基线噪声较大 ,分辨率也差一些。由于不同类型成分 MS 离子强度响应或是 UV 吸

收均有很大的不同 ,所以对于类型差异较大的甘草化学成分来说 ,用 MS 总离子流图或是 UV 色谱图的峰

面积归一化法来定量分析其成分的相对含量会有较大的误差 ,不过可作为一个大致的参考。

图 1 　不同紫外波长检测的色谱图和质谱总离子流图

Fig. 1 　The high performance liquid (HPLC) chromatogram of Glycyrrhiza uralensis by ultraviolet (UV)

and electrospray ionization2mass spectrometric ( ESI2MS) detectors

a. 质谱的总离子流图 (total ion current MS chromatogram) ; b. PDA 全扫描图 (photodiode2array chromatogram de2

tected from 210～400 nm) ; c. 紫外检测波长为 240 nm 的色谱图 (liquid2chromatogram monitored at 240 nm) ; d.

紫外检测波长为 330 nm 的色谱图 (liquid2chromatogram monitored at 330 nm) ; e. 紫外检测波长为 380 nm 的色

谱图 (liquid2chromatogram monitored at 380 nm) 。

　　根据质谱 ( ESI2MS)和串联质谱 ( ESI2MSn) ,并结合UV 谱图及文献报道 ,对甘草 HPLC分离出的 50 余

个主要峰进行分析 ,大致确定了 22 个主要成分的可能结构。这些成分均在甘草属植物化学成分分析中

曾有报道 ,其中一些代表性的成分如甘草酸、甘草甙和甘草素等 7 个化合物 ,经该样品常规量柱色谱分

离纯化后 ,通过波谱分析进行了结构确证[13 ] 。鉴定出的可能化合物的名称、紫外最大吸收、准分子离子

峰以及特征离子的多级质谱分析见表 1。本论文还对甘草主要化学成分三萜皂甙、黄酮和香豆素等各类
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化合物的特征紫外光谱和质谱的一些规律作了总结。

3. 1 　紫外光谱特征

无α,β2不饱和酮结构的三萜皂甙在 230 nm 以上的吸收都很弱 ,具有 112氧2122烯α,β2不饱和酮结构

的三萜皂甙在 230 nm 和 260 nm 附近有较强的紫外吸收 ,300 nm 以上则几乎没有吸收。黄酮类化合物

和香豆素在长波长紫外区有较强的吸收 ,其中黄烷酮由于 A 环和 B 环未形成共轭体系 ,故在 360 nm 波

长以上吸收较弱 ,可区别于黄酮、异黄酮、查尔酮和香豆素。图 1b 为全波长 (210～400 nm) 紫外吸收色

谱图 ;图 1c 为 240 ±0. 5 nm 波长紫外吸收色谱图 ;图 1d 为 330 ±0. 5 nm 波长紫外吸收色谱图 ;图 1e 为

380 ±0. 5 nm 波长紫外吸收色谱图。根据紫外吸收规律 ,我们可知图 1e 应是甘草中黄酮、异黄酮、查尔

酮和香豆素成分的色谱图 ;图 1d 中扣除图 1e 中的峰后所余下的成分 ,大致应该是黄烷酮成分。同理图

1c 中扣除图 1d 的峰后所余成分 ,大致可归为三萜皂甙。当然这种分类是粗略的。另外有的峰可能会

是保留时间相近的两个以上成分的叠加。虽然各类成分的紫外吸收强度有很大差别 ,但同类成分的吸

收强度是相近的 ,将它们分门别类进行峰面积归一化定量 ,则能得到同类成分间的相对含量。

3. 2 　黄酮类化合物的质谱特征

该类化合物的准分子离子 [ M + Cl ] - 、[ M - H ] - 和 [ M + 97 ] - 比较明显 ,其中 [ M + 97 ] - 可能是

[M + HSO4 ] - ,可辅助分子量的确证。当样品浓度较高时 ,还易形成二聚体离子 [2M - H] - ,通过它们很

容易确定该类化合物的分子量。

黄酮和黄烷酮串联质谱的裂解方式与 EI2MS 质谱基本类似。但由于在离子阱中离子寿命比 EI 长

得多 ,所以易与中性分子形成加合离子。骨架裂解的碎片离子的水加合离子峰很强 ,成为特征碎片峰 ,

用于确定黄酮各环是否有羟基或甲氧基等取代基。

黄酮甙的多级质谱可得到逐个脱糖的碎片离子 ,其结果与 FAB2MS 相似。有时还能得到 C 环裂解

而糖保留的碎片离子 ,该离子可确定糖所在的环。糖完全离去后的甙元碎片的再次裂解与黄酮的裂解

规律完全相同 ,可用于推测黄酮甙元的结构。

查尔酮和黄烷酮互为异构体。如果只是 C 环 C O 键开环而形成的异构体 ,则质谱图完全相同。

异黄酮的裂解与黄酮的裂解有较大差别。正离子 ESI2MSn 多级质谱可以得到环裂解的碎片 ,对推测结

构有一定帮助。负离子 ESI2MSn 多级质谱 ,最初发生一些小的中性碎片如 H2O、CO 等的丢失 ,其它碎片

则较复杂。具有异戊烯基侧链的异黄酮的正离子质谱中往往有丢失该特征碎片的峰[M - 55 ] + 出现 ,可

作为确定有无异戊烯基侧链存在的一个依据。黄酮类化合物的裂解示例如图 2。

图 2 　甘草甙的质谱裂解方式

Fig. 2 　Fragment pathway of liquiritin

3. 3 　香豆素类化合物的质谱特征

准分子离子峰与黄酮的特点相同 ,出现[M + Cl ] - 、[M - H] - 和[M + HSO4 ] - 准分子离子以及二聚体

[2M - H] - 离子。甘草中香豆素大多有异戊烯基侧链 ,正离子 ESI质谱可得到侧链断裂的碎片离子。该

类化合物的裂解示例如图 3。

3. 4 　三萜皂甙类化合物的质谱特征

由于甘草中的三萜皂甙几乎含有葡萄糖醛酸 , 准分子离子峰 [ M - H ] - 很强 , 有时出现

[M + Na - H] - 、[M + K- H] - 和[M + HSO4 - H] - ,但几乎不出现[M + Cl ] - 。对于仅 C3 位接有糖链的三

萜皂甙 ,如果糖链中含有葡萄糖醛酸 ,则二级质谱中整个糖链部分形成的碎片一般为基峰 ,从其质量数
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可推测糖的数目。另外 ,在二级质谱中还能观测到甙元的碎片离子峰。如果有酯糖结构 ,则二级质谱中

脱去酯链糖含甙元的离子峰为基峰 ,可能是因为酯糖链断裂后产生的羧基负离子较稳定 ,且酯甙键断裂

所需能量较三位糖甙键低的缘故。这可作为酯糖链存在的一个证据。进一步断裂生成的碎片与三位连

　图 3 　新甘草酚的质谱裂解方式

Fig. 3 　Fragment pathway of neoglycyrol

　图 4 　乌拉尔甘草皂甙乙的质谱裂解

Fig. 4 　Fragment pathway of uralsaponin B
糖甙的裂解方式相同。而糖取代位置的异构体在质

谱中没有区别。三萜皂甙的质谱裂解方式见图 3。

表 1 　甘草中的主要化学成分
Table 1 　The major components of glycyrrhiza uralensis

编号
No.

保留时间
Retention time

(min)

成分鉴定
Identification

紫外最大吸收
Maximum absorption

wavelength
λmax(nm)

电喷雾质谱
Electrospray

ionization2mass
spectra

[M - H] -

MSn 特征离子
MSn

Characteristic ions

3 16. 6
葡糖基甘草甙 [ 14 ] Glucoliquiritin asio2
side

232 , 265 , 313 711 549 →255 →135 3

5 20. 6 异光果甘草甙[2] Iosliquiritoside 227 , 272 , 331 563 473 →327

6 21. 3 夏拂托甙[2 ]Schaftoside 229 , 273 , 341 , 383 563 473

8 23. 2
甘草素24′2芹糖甙 [ 2 ] Iiquiritigenin24′2
Apiosyl (1 →2)2glucoside

237 , 267 , 315 549 255 →135

9 23. 9 甘草甙[13]Liquiritin 241 , 272 , 327 417 255 →135

10 24. 7 6′2乙酰甘草甙[2 ]6′2Acetyliquiritin 230 , 258 , 277 , 320 459 255 →135

11 26. 6 异佛来心甙[2] Isoviolanthin 228 , 272 , 332 , 382 577 487

14 32. 8
异甘草素葡萄糖芹菜甙[2]
Licuraside

236 , 341 , 370 , 396 549 255 →135

15 34. 2 甘草糖甙 A[4]Licorice2glycoside A 239 , 327 , 366 , 396 725 549 →255 →135

16 35. 1 甘草糖甙 B[4]Licorice2glycoside B 241 , 315 , 341 , 396 695 549 →255 →135

17 35. 7 甘草素[13]Liquiritigenin 236 , 272 , 315 255 135

21 42. 0

32O2[β2D2葡萄糖醛酸甲酯2(1 →2)2β2
D2葡萄糖醛酸 ]2242羟基2甘草内酯
[13 ]32O2[β2D2(62methyl) glucuronopyra2
nosyl ( 1 →2 )2β2D2glucuronopyranosyl ]2
242hydroxy2glabrolide

202 , 246 835 659 , 351

26 50. 6 甘草皂甙 E2[13 ]Licorice2saponin E2 248 819 643 , 351

27 51. 8 异甘草素[13] Isoliquiritigenin 240 , 330 , 395 255

32 63. 3 甘草醇[13] Glycyrol 229 , 286 , 351 , 382 367 337 →267

37 70. 4 甘草酸[13] Glycyrrhizic acid 246 821 645 , 469

39 73. 1 甘草香豆素[2] Glycycoumarin 236 , 327 , 370 , 384 367 309 →265 →221

40 75. 1 甘草双氢异黄酮[2]Licoisoflavanone 227 , 260 , 330 353 297 →269

43 79. 3 甘草异黄酮甲[2] Licoisoflavone A 231 , 270 , 315 , 384 353 297 →269

45 81. 6 乌拉尔甘草皂甙乙[2]Uralsaponin B 234 , 282 821 645 →193

47 84. 1 新甘草酚[2 ]Neoglycyrol 232 , 346 , 365 365 307 →279 →251

48 85. 1 甘草皂甙 B2[2 ]Licorice saponin B2 248 807 631 , 351

3 箭头“→”前后的数字分别表示串联质谱的母离子和子离子 ,第一个箭头后的数字表示由[M - H] - 为母离子经二级质谱所得之
子离子 (the figures before and after the arrow“→”represent the parent ions and daughter ions of tandem mass spectra , respectively ; the figures
after the first arrow are the daughter ions obtained from the parent ions of secondary mass spectra)
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Rapid Identif ication of Compounds in Glycyrrhiza Uralensis by

Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry

Zhou Yan , Wang Mingkui , Liao Xun , Zhu Xumin , Peng Shulin , Ding Lisheng3

( Chengdu Institute of Biology , Chinese Academy of Sciences , Chengdu 610041)

Abstract 　The chemical constituents of Glycyrrhiza uralensis were first analyzed by high performance liquid chro2
matography/ electrospray ionization mass spectrometry ( HPLC/ ESI2MSn) . Above fifty major components , including

triterpenoid saponins , flavonoids and coumarins , were isolated. Among them , twenty2two were identified as glucol2
iquiritin asioside , iosliquiritoside , schaftoside , liquiritigenin24′2apiosyl (1 →2)2glucoside , liquiritin , 6′2acetyliquir2
itin , isoviolanthin , licuraside , licorice2glycoside A , licorice2glycoside B , liquiritigenin , 32O2[β2D2(62methyl) glu2
curonopyranosyl ( 1 →2)2β2D2glucuronopyranosyl ]2242 hydroxy2glabrolide , licorice2saponin E2 , isoliquiritigenin ,

glycyrol , glycyrrhizic acid , glycycoumarin , licoisoflavanone , licoisoflavone A , uralsaponin B , neoglycyrol and

licorice saponin B2 by the ESI2MS , ESI2MSn and ultraviolet (UV) spectra.

Keywords 　Glycyrrhiza uralensis , structure elucidation , liquid chromatography/ tandem mass spectrometry
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